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論文内容の要旨
微生物は増殖に必要な物質を外部環境から取り込み，菌体内に蓄積することができる。必要とする
物質の外部環境中の濃度が低いときは，微生物は自分の持つエネルギー源を消費しながら目的物質を
菌体内に数百倍にも濃縮する。しかしこのような栄養素の取込みの機構については，多くの研究が進め
られているにもか h わらず未だ解明されていない点が多い。
ビタミン B1 (以下 B1 と略す)の微生物膜透過機構についても ， B1 を要求する微生物が多いにもか
冶わらず未だ深く究明されていない点が多く，主として未破壊菌体を用いて観察できる現象が検べら
れた口即ち微生物の B1 取込みに関する報告は多いが膜透過の機構についての直接的なものは少なく，
わずかに大腸菌の B1 取込みには thiamine kinase が関与していることが示唆されているにすぎない。
微生物のビタミン要求量は糖，アミノ酸などに比べて数百ないし数千分のーであり，このように少
量のビタミンがどのような機構で膜を通って取り込まれるのかという問題は興味深し凡それとともに
ビタミン以外の栄養素を用いた実験結果の上に組立てられた種々の膜透過モデルの普遍性を検べるた
めにもビタミンの膜透過の機構を明らかにすることは重要で、ある。
著者はブドウ球菌，大腸菌などを用いて B1 の取込み過程を検討した結果，ブドウ球菌において， り
ん酸化反応が共事!日していない取込み過程の存在が明らかとなり ， B1 取込み機構として Thiamine kinｭ
ase が関与するとする説は普遍的に正しいものとは考えられなくなった。そこで大腸菌を用い，種々の栄
養素の取込みには栄養素と結合するたんぱく質が関与するという説を参考に B1 の取込みの機構を検
討したところ B1 と結合するたんぱく質を発見することができた。ビタミンの微生物膜透過に関与す
る結合たんぱく質は未だ報告されていないので，このもの、性状を検ベ，糖，アミノ酸などの結合た
? ?司
i
んぱく質の性状と比較した。
B1 のブドウ球菌による「吸着」を「取込み」からブドウ球菌の B1 取込み過程を検討するに先だって，
区別することが必要となったのでそのための実験条件を先ず検討した。吸着は細胞表層部分への主と
して非特異的なイオン吸着によるものと考えられ，環境のイオン強度の小さい時ほど，また 4 0C から
(図 1 )，約30秒で最大吸着量に達した(図 2) 。37 0C までの範囲では低温のときほど著しく
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B1 吸着量に対する温度の影響図 1
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検体あたり全量2.0m.Rの水または7.5mM 酢
酸緩衝液 (pH 5.0) の中に菌体を1.0mg 乾菌
量/m.Rの濃度に分散し 10分間 o OC静置の後3
XlO-2 MB 1 液を加えて B1 濃度 3 x 1O-4M 
とし，各時間後ミリポアーフィルタ-~F過に
よって菌体を集め， 4 tの水または7.5m M酢
酸緩衝液 (pH5 .0) 3.0m.Rにて菌体を洗浄し，
菌体に吸着されている BI を定量した。
時間 (min)
40 
菌体を水中に1. 0mg乾菌量/m.Rの濃度に分散
し，ー検体あたり全量3.0m.R (B 1 添加後)と
して10分間各温度に静置して予温の後， 5 x 
10-5 Mの濃度に B1 を加え各温度で 4 分間反
応させた。反応後菌体を遠心分離機を用いて
集め，吸着されている BI を定量した。
度 ("C)
。温? ?
(図 3)。吸着された B1 の菌体からの解離反応の平衡恒数また B1 は約 pH5 で最もよく吸着された
BI は加熱菌体にも多量吸着された。なお吸着 B1 はすべて遊離 B1 として定量され
これに対して取込み反応は一般的な能動的取込み反応、の性質を示し ， 0.2M りん酸緩衝液あるいは0.2M
Tris-maleate 緩衝液などの中で見られ pH8.2 までの検討範囲ではアルカリ性である程取込み量は多く
(図 4 )吸着反応の pH依存性(図 3 )と著しい差を示した。また取込みは数十分まで経時的に進行し
は 2 X 10-5 M で，
た。
(図 6) 菌体を60 0C. 10分間処理すると取込みはほとん
どおきなくなった。さらに取込み活性は菌体を増殖させるときの培地中の B1 により抑制され，取り
(図 5 )。これらの各性質はそれぞれ吸着と取込
(図 5) ，初速度は約42 0C で最も速やかであり
込まれた B1 の大部分は常にりん酸エステルであった
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B1 吸着量に対する pH の影響図 3
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使用した緩衝液は全てイオン強度 μ=0.01 で，酢酸ナトリウム (pH4.0 ， pH4.9) ，りん酸
カリウム (pH6.0， pH7.0) ，ベロナ咽ルナトリウム塩酸(pH 7.7) である。反応液の組成は，
3.3xlO-4 M Bl , 4.2mg 乾菌量/m_Q菌体で， 4 "cで 5 分間反応した。遠心分離機で集菌し
て反応を止め，菌体は 4 "Cの水 3 .0m_Qで 2 回洗浄した。
みで著るしい差があるのでこれらを互に分離して反応を行なわせることができたが，それぞれの最適
反応条件での吸着量と取込み量を比較すれば吸着量が十数倍にも達したO このように多量の B1 が吸
着されるのでブドウ球菌の B1 取込み過程の解析が困難で、あったものと考えられる。
ブドウ球菌の B1 取込み反応にはこのように常にりん酸エステル化反応が伴ない(図 5) ，大腸菌で
も同様の現象が観察された。このことから大腸菌の菌体内への B1 取込みに Thiamine kinase が細胞膜
内で共親していると主張されていたが，ブドウ球菌にあらかじめ多量の B1 を取り込ませて B1 りん酸
エステルを蓄積させ(図 7 - a , (i)) その菌体を0.9% NaCl に分散して保温(図 7 - a , (ii)) の後 14C_
(図 7 - a , (i ii)) ことを試みたところ， B1 りん酸エステルを多量に蓄積したブドウ
球菌の B1 取込み反応にはりん酸化反応は共朝していないことが明らかになった(図 7 -b) 。なお図
B1 を取り込ませる
このりん酸
化を伴なわない B1 取込みは 4t に保った場合(図 8 - c) やブドウ糖無添加の場合(図 8 - d) ，およ
び NaN3 あるいは NaF の存在下では認められず，またこの B1 取込み系の最大取込み反応速度の彪の
7-b は図 7 -a , (i ii)における 14 C-B1 の取込み過程を放射能的に測定した結果である。
速度を与える B1 濃度は 3.9X 10-7 M であった。なおこの遊離 B1 取込み反応を，予備的 B1 蓄積反応
を行なわない菌体の B1 りん酸化を伴なった取込み反応(図 8 - b) と比較すると遊離 B1 の取込み量は
??円，.
B1 取込み反応の時間経過図 5B1 取込量に対する pH の影響図 4
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10-5 M B" 0 .4%ブドウ糖， 1.0 mg乾菌量/mp
の洗浄菌体を含む 0.1M Tris-maleate 緩衝
液 (pH 7.0) 中で37 0C，検体あたり全量 3.0
mp で各時間取込み反応を行なった後菌体を
炉別し， 3.0mp の 4 0Cの水で洗浄した。
時8.0 
10-5 M B" 0 .4%ブドウ糖， 1.0mg 乾菌量/mp
の洗浄菌体を含む各 pH のo.12M Tris-mal-
eate 緩衝液中で3TC_ 30分間，検体あたり全
量3.0mp で反応した後 o oC で遠心分離機を用
いて集菌し，検体あたり 3.0mP の 4 0Cの水で
洗浄し，菌体に取り込まれている B，を定量
した。
7.0 6.0 
pH 
5.0 
B，りん酸エステルを多量に蓄積せしめた菌体の方が多かった。
B1 のりん酸エステル化と取込みはこのようにして B1 の取込みにはエネルギー源は必要で、あるが，
B1 りん酸エステルを多量に蓄積した菌体では共事Ißしていないことが明らかになった。そこで B1 の取
込みには B1 と特異的に結合するたんぱく質が関与しているのではないかと考え，これを検索すること
にしたがブドウ球菌などのグラム陽性菌から表在性たんぱく質を緩和な条件で分離する良い方法がなく，
大腸菌を用いて検討を進めた。すなわち大腸菌洗浄菌体に浸透庄ショックを加え，生菌数の減少を可
能な限り少なくして(減少率10%以内)表在性たんぱく質を分離した。その結果大腸菌の B 1 取込み能
は浸透圧ショックで著減し(図 9 )，それに伴なって菌体から分離した表在性たんぱく質中に B 1 と特異
(図10) ，このたんぱく質 (B1 結合たんぱく質)を部分
精製して元の菌体に戻すと部分的に取込み活性が再構成された
的に結合するたんぱく質を平衡透析法で検出し
(図11) 。この結果 B1 結合たんぱく質
このものの性質を検べ既知の糖，は大腸菌の B1 取込み過程に関与していることが推定されたので，
アミノ酸などの結合たんぱく質と比較した。
なわ B1 結合たんぱく質の B，結合活性の測定には従来行なわれているように基質を透析膜外に添加
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B1 取込み初速度に対する温度の影響図 6
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10-5 M B1. 0.4% プドウ糖. 1.0mg 乾菌量/m.Qの洗浄菌体を含む 0.1 M りん酸カリウム緩
衝液 (pH 7.2) 中で60秒間各温度で取込み反応を行った。反応後菌体を1戸別し，反応温度
と同温度の 0.2 M りん酸カリウム緩衝液 (pH 7.2) 6.0m.Qで洗浄した。
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B 1 りん酸エステルを蓄積させた菌体による遊離 B1 取込み反応
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HC-B1 による遊離 Bl 取込み反応の確認図 7-b
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このことにより平衡に達する時間を著しく(好ないし%に)短縮せしめるとともに結合たんぱ
く質量とこれに結合する Bl 量との間の直線性も改善することができたO
時
いた。
さて B 1結合たんぱく質は浸透庄ショックで菌体から遊離せしめた後凍結乾燥することにより低温
このようにして調製した粗たんぱく質を集め硫安塩析およびセファデックス GlOO ゲ
DEAE セファデックス A-50， CM セルロース，
CM-30の各クロマトグラフィー，等電点分画法，さらにセファデックス G-I00 ゲル炉過， DEAE
セルロースカラムクロマトグラフィーによって精製した。培養液 1 トン当り約50mg の Bl 結合たんぱ
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ヒドロキシルアノfタイトセルロース， Bio Gel 
で保存できる。
ル炉過，
B 1 取込み‘量に対する浸透圧ショック処理の影響図 9
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大腸菌による取込み反応は 10μM Bl , 0 .4%ブドウ糖を含む O.lM りん酸カリウム緩衝液
(pH7.2) 中に3.2mg 乾菌量/m.Qの濃度に菌体を加え，検体あたり全量 3.0m.Qで行なった。
ブドウ球菌による取込み反応は 10μMB1' 0 .4%ブドウ糖を含む 0.2M りん酸カリウム緩
衝液 (pH 7.0) 中に 1.3 mg乾菌量/m.Qの濃度に菌体を加え，検体あたり全量 3.0m.Qで行なっ
た。ともに反応後遠心分離機で集菌し， 4 0C の 0.2M りん酸カリウム緩衝液 (pH7.0) の
6.0m.Qで洗浄の後菌体に取り込まれている B1 を定量した。
時
く質が含まれているのでこれから出発して菌体たんぱく質から約5 ，000倍精製することにより活性収
(表 1 )。率約 6%で純度約86%の標品を得た
Bl 結合たんぱく質は80 0C ， 10分間の熱処理でほとんど失活し，またたんぱく質分解酵素のペプシ
このたんぱく質の等電点は pH6.0であり， Bl との結合の至適 pHは
りん酸緩衝液中で pH7.2 であった。なお金属イオンによる阻害はほとんど見られなかった。基質特異
ンやナガーゼの作用で失活した。
性を競合効果で検べると B1 以外に基質となるものはほとんど Bl りん酸エステル類に限られていた。
さらに Bl 結合たんぱく質は 8M尿素， 0.8mM ラウリル硫酸ナトリウムで可逆的に失活した。分子量
はゲルj戸過法で32 ， 000 ， SDS ーディスク電気泳動法で36， 000であった。 Bl 濃度を 2 X 10-9 M から 10-5
M まで変化させて Bl 結合たんぱく質に結合する Bl 量を検べたところ，先ず B1 濃度約 3 x10-8 Mで、Bl
B1 濃度を更に増してゆくと 3 X 10-7 M および結合たんぱく質は Bl によって見かけ上飽和されたが，
においても見かけ上 Bl 結合たんぱく質は Bl によって飽和された。従って Bl と Bl 結合たん10-5 M 
M, 
2.5 X 10-8 M および 7 X 10-7 M であった。細菌々体 1 ケあたりの Bl 結合たんぱく質の含有数を計算
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それらは 4.8x10-9用いる Bl 濃度によって三種類の解離恒数が検出され，ぱく質の結合には，
粗浸透圧ショック液中の B1 結合活性のセブアデックス G100 による展開
Sephadex G-100 (2 .5cmX 45cm) 
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浸透庄ショック液をダイアフィルター(G-05T) で濃縮し，凍結乾燥したものを 0.5
mMβーメルカプトエタノールを含む O.lM りん酸カリウム緩衝液 (pH 7.0) に溶解した。
同緩衝液で平衡化したカラムに上記のたんぱく質液(たんぱく質量約17mg，たんぱく質量
に対する B1 結合活性 0.55 nmole/時)を負荷し，同緩衝液で展開した。
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B1 取込み能の部分的再構成
浸透圧ショック菌体3TC
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14C-B1 濃度 (X lQ-6 M) 
取込み反応条件は図示濃度の 14C-B1 ， 5 mg乾菌A量/m~ の菌体， 1mM MgSû 4, 20mMプド
ウ糖， 0.25M りん酸カリウム緩衝液 (pH7 .2) ，検体あたり全量1.0m~ である。 Bl 結合たんぱ
く質の比活性はo .67nmole/mgで検体あたり 0.25mgを用いた。37 0C または 4 0C で10分間予温
の後B1 を加えて37"C または 4 0C で 5 分間反応した。反応後ミリポアフィルターでj戸過して集
菌し， 19m~ の0.25M りん酸カリウム緩衝液 (37 0C または 4 t) で洗浄した。
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で求めると 5 xl0 2 分子であった。これらの性質を微生物由来の糖，アミノ酸などの結合たんぱく質
の性質と比較すると菌体細胞あたりの含量が少ないこと，透過基質 (B1 ) と B1 結合たんぱく質の結合
体の解離恒数が小さいこと，三段階の B1 濃度で見かけ上飽和されること，熱安定性が小さいこと ， B1
との結合反応の pH依存性が大きいことなどの特徴があり，また一方分子量，尿素による可逆的変性
表 1 B1 結合たんぱく質の精製
たんぱく量
(mg) 
B1 
結合活性
(μmole) 
比活性
(nmole/mg) 
精製度 回収率
(%) 
Shock fluid 
lyophilizate* 
(NH.)2S0.:60%-95% 
Sephadex G-100 
DEAE Sephadex A --50 
CM cellulose 
Hydroxyl apatite 
cellulose 
Bio Gel CM-30 
Ampholine 
isoelectric fractionation 
Sephadex G-100 
DEAE cellulose 
12, 300 
8, 160 
3, 780 
1, 690 
658 
216 
136 
31. 0 
12.7 
2.8 
1. 22 
1.14 
0.929 
0.870 
0.815 
0.540 
0.539 
0.274 
0.0935 
0.0723 
0.099 
0.141 
0.245 
0.515 
1. 23 
2.50 
3.96 
8.84 
15.4 
25.9 
1 
1. 43 
2.50 
5.20 
12.4 
25.3 
40.1 
87.3 
156 
262 
100 
???Qd
ウ'ウ
'PO
45 
44 
23 
16 
5.9 
* 菌体たんぱく質の約 5%が浸透圧ショックで遊離した。
表 2 微生物由来の各種結合たんぱく質の性質比較料**
透過基質
B1 SO.= Leucine Galactose PO.= 
細胞当りの結合
たんぱく質分子数 2.5X10. 5 X 10
2 1 x 10. 
刀牛・丸山品問川式
2A
離 恒
4.8XlQ-9M 
数 I 2.5 x 1O-8M 2 x 10-5 2 x 1O-6M 
104 
(rM 
1O-5M 
安定
(残存活性)
7 xlO-7M 
性 I 5 % Stable in 85% 91 % 
(800 , 10min) wide range (80 0 , 10min) (800 , 10min) 
最 適
分 子
尿 素 刀'，r;ヨι 性|可逆的可逆的可逆的
Broad pH Broad pH 
Broad oH p~' (alkali la. (alkali la-bi. 
(bile)1e) 32, 000 (gel) * 32, 000 36, 000 (UC) 35, 000 (UC) 42, 000 (gel) 36, 000 (SDS) 村 (UC)* 
?? ? 7.2 
0.8x10-GM 
量
* gel : Sephadex G100ゲル炉過法* * SDS : SDSーポリアクリルアミドディスク電気泳動法
* * * UC .超遠心分離機による方法* * * * B1 以外の透過基質については文献値より作表した。
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などの点では糖，アミノ酸などの結合たんぱく質と類似した性質を示した(表 2 )。また B 1 と B 1 結合
たんぱく質の結合体の解離恒数のうち最小のものは菌体培養時の培地中 B1 濃度と，また最大のもの
は大腸菌々体の B 1取込み反応についての最大取込み反応のMの速度を与える B 1濃度とよく一致した。
以上の諸結果，特に図 9 ， 10 ， 11 の結果ならびに B1 結合たんぱく質の明らかになった諸性質から B1
結合たんぱく質が大腸菌の B1 取込み反応になんらかの機構で関与しているものと推察した。
論文の審査結果の要旨
本研究はブドウ球菌および大腸菌のビタミン B1 の取込みに関するものであり，従来ビタミン B1 の
菌体内への取込みには thiamine kinaseが関与していることが示唆されていたが，本研究により大腸菌
のビタミン a の取込みにはビタミン B1 結合蛋白質が関与していることが明らかになった。本研究は
このビタミン B1 結合蛋白質の精製に発展し，その結果この特異的な蛋白質の諸性質が明らかになっ
た。
本研究の内容としては上記のようなものであり，学位請求論文として価値あるものである口
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